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2x {eB el Fe A 和 BT RAC AR SL-1 细胞 的 
增殖 抑制 和 致 凋 亡 作用 


(华南 农业 大 学 资源 环境 学 院 / 生 物 防治 教育 部 工程 研究 中 心 , 广州 510642 ) 


摘要 : HERA A 和 B 是 生物 活性 分 子 , 本 研究 用 MTT 法 、 相 差 显 微观 察 、 奖 光 倒 置 显 微 观察 和 流 式 细 胞 术 比 较 了 
REAR A 和 B 对 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura SL-1 细胞 的 毒 杀人 作用。 结果 表明 : KEAR A FM B XI SL-1 细胞 均 具 有 
明显 的 增殖 抑制 作用 , 且 具 有 正比 的 时 间 - 浓 度 -效应 关系 , EME ZR A 和 B 处 理 细 胞 48 h 后 的 ICx 值 分 别 为 7.80 和 
20.73 mg/mL。 倒 置 相差 显 微 观察 发 现 , REAR A M B 可 以 引起 SL-1 细胞 变 圆 、 胞 膜 收 缩 、 有 凋 亡 小 颗粒 形成 。 
随 着 时 间 的 延长 ,细胞 悬浮 致死 并 出 现 大 量 空 泡 和 胞 质 外 泄 现 象 。 但 是 在 同样 的 处 理 浓 度 下 , RER A 的 作用 较 
SERA B 明显 。 用 AO/EB 染色 后 , 奖 光 显 微 观察 发 现 ; RIAA A 诱导 的 细胞 灾 光 强度 高 于 绿 僵 菌 素 B。 流 式 
细胞 仪 检测 结果 表明 : AREA A ALB 对 SL-1 细胞 具有 明显 的 致 凋 亡 作用 。10 g/mL ERA A 和 B 作用 细胞 48 
h 后 , SL-1 细胞 的 总 凋 亡 率 分 别 达 78. 88%+0.97% 和 72.23%+2.29%。 本 研究 从 细胞 水 平 肯定 了 绿 伪 菌 素 具 有 良 
好 的 增殖 换 制 和 致 凋 亡 作用 , 并 且 为 它 在 害 忠 防治 中 的 潜在 应 用 提供 了 一 些 理论 文 持 。 
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Inhibition of cellular proliferation and apoptosis in Spodoptera litura 


( Lepidoptera. Noctuidae) SL-1 cells induced by destruxin A and destruxin B 

MENG Xiang, HU Jun-Jie, JIN Feng-Liang, REN Shun-Xiang' ( College of Natural Resources and 
Environments, South China Agricultural University/ Engineering Research Center of Biocontrol, Ministry of 
Education, Guangzhou 510642, China) 

Abstract: Both destruxin A and destruxin B are bioactive molecules. In the present study, the effects of the 
two destruxins ( destruxin A and destruxin B ) on Spodoptera litura SL-1 cells were compared with MTT 
assay, inverted phase contrast microscope (IPCM), fluorescence microscopy (FM) and flow cytometry 
(FCM) technologies. The results showed that both destruxins had an apparent effect on inhibition of 
cellular proliferation, and they had a positive relationship of time-concentration-efficacy. The IC,, values 
were 7.80 and 20. 73 ug/mL at 48 h after treatment with destruxin A and destruxin B, respectively. With 
inverted phase contrast microscopy observation, we found that both destruxins could cause cell rounded, 
celluar membrane shrunk , and apoptotic bodies formed. Most of cells were suspended and dead as vacuoles 
appeared and cytoplasm leaked out with extension of the treatment time. However, under the same 
concentrations tested, destruxin A showed stronger effect than destruxin B. With fluorescence microscopy 
observation after AO/EB staining, a relative higher fluorescent intensity of the cells induced by destruxin A 
was found as compared with destruxin B. Observations by flow cytometer showed that destruxin A and 
destruxin B could induce apoptosis in SL-1 cells, and the total apoptotic rates reached 78. 88% +0. 97% 
and 72.23%+2.29% at 48 h after treatment with 10 ug/mL destruxin A and destruxin B, respectively. 

This research demonstrated that destruxins possess a preferable activity for cell proliferation and apoptosis at 
the cellular level, and provided some theoretical support for their potential application in pest control. 
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SEA (destruxin, dix) 又 称 破 坏 素 , 2 FRA ERA, 属 环 缩 肽 类 化 
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SH, EEK THE Metarhizium anisopliae, AEF 
$8, Aschersonia sp., = 7041470, Alternaria brassicae 和 
2 We 38 Ophiosphaerella herpotricha 等 真菌 分 泌 的 胞 
外 毒素 (Strasser et al., 2000; Hinaje et al., 2002), 
3858 A. MH, MB, SSA. AB ANA 
翅 目 等 20 多 种 害虫 有 较 强 的 毒 杀 和 拒食 作用 ,其 
抗 病毒 、 抗 肿瘤 作用 也 有 报道 (Chen et al., 1997; 
Yoshimoto and Imoto, 2002) 。 现 已 分 离 鉴 定 出 36 
种 绿 僵 菌 素 同系 物 , PARR A, B 和 3 种 
最 为 常见 (Pedras et al., 2002), HER A Al B 
的 含量 和 稳定 性 均 高 于 绿 僵 菌 素 卫 ( 胡 琢 波 和 任 顺 
TE, 2004) 。 由 于 绿 僵 瑚 素 种 类 及 生物 活性 的 多 样 
PE, 使 之 可 能 成 为 我 国 虫 生 真 画 研究 和 新 型 无 公害 
农药 开发 的 新 热点 。 

绿 僵 菌 素 可 以 通过 昆虫 体 表 触 杀 、 饲 喂 、 注 射 
等 途径 对 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura. JH, ABUS wl 
Bemisia tabaci AH. KÆ A fh, Exolontha serrulata 
¿NE CAE). HE JE Agrotis segetum FAK SEHD BE 
Pieris brassicae JE 2J] E SE EL7B RE AS FH (Thomsen 
and Eilenberg, 2000; HERE, 2007; Sree et al., 
2008; Hu et al, 2009), X z 42 HH E 
Choristoneura fumiferana 的 生长 发 育 也 有 抑制 作用 
( Brousseau et al., 1998) ; ZA ER ZAHN RER 
Galleria mellonella 的 马 氏 管 和 中 肠 结 构 发 生 改 变 
(Dumas et al., 1996) ; 处 理 的 斜纹 夜 蛾 幼虫 中 肠 、 
唾液 腺 、 马 氏 管 、 脂 肪 体 、 和 血细胞 中 过 氧化 氢 酶 
的 表达 也 有 差异 ( Sree et al., 2010) 。 迄 今 ,， 国 内 外 
研究 以 活 虫 为 对 象 , ERRE a BZ 
面 对 绿 僵 瑚 素 的 毒 杀 作 用 已 进行 了 大 量 研究 ( 胡 表 
波 和 任 顺 祥 , 2004; DES, 2007). RER 
作用 昆虫 细胞 活性 和 作用 机 理 研 究 尚 不 完善 。 为 深 
入 研究 绿 僵 天 素 在 细胞 水 平 的 毒 杀 活 性 及 作用 机 
JH, 明确 绿 僵 菌 素 A 和 8B 的 活性 差异 , 本 研究 以 离 
体 培养 的 斜纹 夜 蛾 S. litura SL-1 细胞 为 对 象 ， 比 较 
了 绿 僵 菌 素 A 和 B 对 SL-1 细胞 增殖 抑制 作用 和 致 
CEH, 为 绿 僵 菌 素 作 用 机 制 和 开发 应 用 的 深入 
研究 提供 了 依据 。 
1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 和 仪器 

ALAC AL IR Spodotera litura SL-1 细胞 系 ， 由 华南 
农业 大 学 明美 英 老 师 惠 赠 , 由 华南 农业 大 学 生物 防 
治 教育 部 工程 中 心 实 验 室 传代 培养 。 培 养 基 为 含 
10% 胎 牛 血清 的 Grace? s 昆虫 培养 基 (GCibco 公司 ) 


在 27%C 下 恒温 培养 。 

SERA A(destruxin A, dtx-A) AM B( destruxin 
B, dix-B) 系 华南 农业 大 学 生物 防治 教育 部 工程 中 
心 虫 生 真菌 实验 室 分 离 纯化 (Hu et al., 2006) , 并 
进行 HPLC 分 析 (Liu et al., 2004), ， 纯 度 分 别 为 
91.5% 和 93. 1% ; £558] FH] — PAE M. ( DMSO ) HE 
解 , 昆虫 培养 基 稀 释 ,， 并 保持 DMSO WAREN 
0.1%. 

倒置 相差 显微镜 (日 本 Nikon Eclipse Ti); 
¡Mark 酶 标 仪 (美国 Bio-Rad 公司 ) ; FACS Calibur jfi 
式 细 胞 仪 (美国 Becton Dickinson 公司 ) ; 超 净 工作 
台 (AIRTECH 苏州 安泰 空气 技术 有 限 公司 ); 细胞 
培养 瓶 ，96 和 孔 板 和 6 了 和 孔 板 (美国 Coming 
Incorporation 公司 ) ; 移 液 兹 (人 德国 Eppendorf) 。 
1.2 MTT MWe A M B 对 SL-1 细胞 的 
增殖 抑制 作用 

采用 MTT 检测 法 ( 裴 风 华 等 , 2007) ， 选 对 数 
生长 期 的 SL-1 细胞 , 待 细胞 浓度 为 1 x 10 个 /mL 
时 接种 于 96 FLA, 112.5, 5, 10, 20 和 40 ug/mL 
5 MRE ASME RA AM BAR, 以 0.1% DMSO 
的 培养 基 为 对 照 。 每 个 处 理 重复 $ 次 。27 人 恒温 培 
养 箱 分 别 培养 24 和 48 h, 提前 4 bh 每 孔 加 入 
5 mg/mL MTT 20 pL, 继续 培养 4h 后 , AEF, 
孔 分 别 加 入 DMSO 100 uL, Hz 15 min JG, 取样 
Bio-Rad 酶 标 仪 测 490 nm 的 OD 值 , 计算 细胞 增殖 


抑制 率 和 IC (E, 
细胞 增殖 抑制 率 (%) = (对 照 组 OD 均值 - 实 
验 组 OD 均值 )/ 对 照 组 OD 均值 x100。 


1.3 IPCM 观察 绿 伪 菌 素 A 和 B SL-1 细胞 形 
态 的 影响 

取 对 数 生 长 期 的 SL-1 细胞 接种 于 6 FLIR, 24 h 
贴 壁 后 加 10 pe/mL HEBER A 和 B， 对 照 加 
0.1% DMSO BFH, 分 别 于 24 和 48 h 后 倒置 相 
差 显 微 镜 下 观察 细胞 的 形态 变化 。 
1.4 FM ZMZAERZA 和 B 对 SL-1 细胞 凋 
亡 的 影响 

FFA PY PER -IRE E BE ( AO-EB ) IOMA CE 
承 亚 等 , 1998), 用 PBS EHI Py Be te ARAE Z BE d 
100 pg/mL, 2 & HER MA, W 100 pL 用 
10 pe/mLA BAS A MAB BA 48 h 后 的 
SAK, 各 加 入 5 pL RAKERA, 轻 轻 混 
^], 滴 至 载 玻 片上 ,加 盖 玻 片 后 立即 用 灾 光 倒置 显 
微 镜 观察 。 
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1.5 FCM AUREA A M B 对 SL-1 细胞 的 
凋 亡 作用 

取 对 数 生长 期 细胞 接种 于 6 FLA, 10 ng/mL 
SUB A MEAR B 处 理 细胞 48 h 后 , 收集 
细胞 , 参照 Invitrogen 凋 亡 试剂 盒 说 明 , 用 PBS vt 
次 细胞 2 1X, Hj 100 uL Binding Buffer BA, MM 
5 uL FITC annexin V #110 uL PI, 避 光 孵育 15 min, 
再 加 入 400 uL Binding Buffer, [i28 Cell 
Quest 检测 分 析 , 每 处 理 组 设 3 次 重复 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 

应 用 DPS 9.50 统计 学 软件 进行 毒 力 回归 和 方 
差分 析 。 用 邓肯 氏 新 复 极 差 法 (Duncan”s multiple 
range test, DMRT) 进行 差异 显著 性 分 析 。 细 胞 凋 亡 
检测 用 Cell Quest 软件 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 Aes A 和 B 对 SL-1 细胞 的 增殖 抑制 

本 实验 应 用 MTT 法 比较 了 绿 僵 菌 素 A 和 了 B 对 
SL-1 细胞 的 增殖 抑制 作用 。 从 图 1 可 以 看 出 , 不 同 
WKBEARIB SS A 和 B 作用 SL-1 细胞 24 和 48 h 后 
均 有 良好 的 增殖 抑制 作用 , 并 随时 间 和 浓度 的 增加 
呈正 比 的 时 间 - 浓 度 效应 关系 。 绿 僵 菌 素 A 和 B 处 
Jg SL-1 细胞 48 h 后 的 ICs 值 分 别 为 7.80 和 20.73 
pe AmL( 表 1)。 统 计 结 果 表 明 , REAR A 对 细胞 
HAT WE Hj S eg T AREE ER B(n =3, P <0.05)。 
2.2 Rees A 和 B 对 SL-1 细胞 形态 的 影响 

由 图 2 可 见 , 与 对 照相 比 , SESS A M B 处 
E SL-1 细胞 24 和 48 h 后 , 其 形态 发 生 显著 变 化 。 
24 h 处 理 后 , 对照 细 胞 呈 梭 形 贴 辟 生 长 , 细胞 核 均 
匀 居 于 细胞 质 中 央 , 细胞 界限 清晰 , 增殖 正常 (图 
2: A); KERR A 处 理 的 细胞 增殖 抑制 明显 ， 部 
分 细胞 膜 收缩 , 细胞 变 圆 , 其 上 附 有 小 颗粒 体 , 旦 
部 分 细胞 内 有 空 泡 现象 (图 2: B); HERA B 处 
理 的 细胞 部 分 不 规则 生长 ,收缩 现象 不 明显 , 细胞 
核 清晰 可 见 , 细胞 增殖 延缓 , 但 细胞 内 无 空 泡 现象 
(图 2: C), 448 h 处 理 后 , 对 照 细胞 正常 对 数 增殖 
(图 2: D); EKR A 处 理 的 细胞 变 圆 膨大 , 细胞 
核 膜 损伤 , 空 泡 现象 明显 旦 部 分 细胞 致死 漂浮 (图 2 : 
E); SB B 处 理 的 细胞 膜 收 缩 , 细胞 变 圆 , 细胞 
核 膜 损伤 , 并 附 有 小 颗粒 体 和 空 泡 现象 , 与 绿 僵 菌 素 
A 处 理 细 胞 24 h 的 情况 相似 (图 2: F). 
2.3 EAA A 和 B 对 SL-1 细胞 凋 亡 的 影响 

用 AO-EB WHO AaB A 和 了 B 处 理 48 h 


SERRA Destruxin A 
B AAB Destruxin B 


MHK Inhibition rate (%) 





2.5 5 10 20 40 
浓度 Concentration (g/mL) 


100 SERRA Destruxin A 
E HAAB Destruxin B 


抑制 率 Inhibition rate (%) 





2.5 5 10 20 40 
IKE Concentration (mg/mL) 


图 1 SEAR A M B TEJH SL-1 细胞 24 h (A) ff 
48 h(B) 的 浓度 效应 
Fig. 1 The concentration effect of destruxins A and B on 


SL-1 cells at 24 h (A) and 48 h (B) after treatment 








柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 绿 僵 菌 素 A 不 同 浓度 处 理 在 0.05 水 平 上 差 
异 显 车 (n=3, P«0.05) ; 不 同 大 写字 母 表示 绿 僵 菌 素 B 不 同 浓度 
处 理 在 0.05 水 平 上 差异 显著 (n =3, P «0.05), Different small 


letters above the pillars indicate significant difference among treatments 














with different concentrations of destruxin A at the 0. 05 level. Different 
capital letters above the pillars indicate significant difference among 


treatments with different concentrations of destruxin B at the 0.05 level. 


X1 REAR A 和 B 作用 SL-1 2808 48 h 的 
增殖 抑制 作用 比较 
Table 1 Comparison of growth inhibition effect of 


destruxins A and B on SL-1 cells at 48 h after treatment 


相关 系数 
处 理 毒 力 回归 方程 , ICso 
Correlation 
Treatment Toxicity regression equation (ug/mL) 
coefficient 
AEREA A 
RER Y =3. 8430 +1. 3585X 0.9517 7.80 a 
Destruxin A 
SERA B 
B Y 21.8524 +0. 1518X 0.9229 20.73 b 


Destruxin B 


同 列 数据 后 不 同 字 母 表示 在 0. 05 水 平 上 差异 显著 ; 表 2 同 。 


Different small letters following the data within a column indicate 














significant difference at the 0.05 level. The same for Table 2. 
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FL3H 


FL1-H 





FL3H 
10? 10? 10* 


10! 





10? 


10 10! 10? 10 10* 


FL1-H FL1-H 


图 4 REAR A MAR BX} SL-1 细胞 的 致 调 亡 作用 

Fig. 4 Induced apoptosis in SL-1 cells by destruxins A and B 
A: 0.1% DMSO (CK); B: 10 pg/mL 2e(B ig & A ( Destruxin A, 10 pg/mL); C: 10 ug/mL SER B ( Destruxin B, 10 pg/mL). 左上 象限 Left 
upper quadrant; 坏死 细胞 Necrotic cells; 右上 和 象限 Right upper quadrant; 晚期 凋 亡 细胞 Late apoptoic cells; 左下 象限 Left low quadrant: 7548 $8 
Live cells; 右 下 象限 Right low quadrant; 早期 凋 亡 细胞 Early apoptotic cells. 


#2 10 pg/mL REAR A 和 B (EH 48 h 的 SL-1 细胞 凋 亡 率 
Table 2 Apoptotic rate of SL-1 cells at 48 h after treatment with 10 pg/mL destruxins A and B 


早期 凋 亡 率 (% ) 
Early apoptotic rate 
0.1% DMSO (CK) 0.04 x0.02 c 
SERA A Destruxin A 13.35 +1.22 b 
SERA B Destruxin B 42.47 +2.67 a 


能 引起 部 分 致 病 效应 并 加 快 昆虫 的 致死 进程 
(Sloman and Reynolds, 1993), SF EN ZU FE 
HANA HF et CB BO A BUDA (Vey 
et al., 2002). TEW IX SKIE A MPAA EA JR AS TE PE 
实验 中 发 现 : REAR A M BIKT E E E. 
serrulata MIA TER fa Holotrichia ovata 1 WEI 
AB HI f TPE, ESE S. A 对 这 两 种 
BERE REZJISIACT REAR B HAGUE AE, 2007). 
ZEE PRI 2 26] RDA N 27] R fih AS Tr HE SC Sie rp AE 
MESE EE RISE EAN 
增加 ( Sree et al., 2008) 。 本 研究 在 离 体 细胞 增殖 抑 
制 实验 中 同样 发 现 绿 僵 菌 素 A 和 了 B 对 SL-1 细胞 均 
具有 明显 的 增殖 抑制 作用 , 且 呈 正比 的 时 间 和 浓度 
效应 关系 , 其 中 , REAR A 对 细胞 的 影响 明显 高 
TEAR B。 这 与 活体 昆虫 实验 的 结果 是 一 致 
Ho P DLA A 和 B 对 活体 昆虫 和 细胞 都 具 
Ase Ta PE. FACE A MATER TREN 
AB. 

EE BE KO eae ME ee DE A 
胞 结构 的 变化 ， 从 而 影响 昆虫 的 正常 生长 发 育 和 人 免 
疫 相 关 功 能 。 有 人 研究 表明 : 感染 绿 伪 阔 的 大 蜡 坚 幼 


晚期 凋 亡 率 (% ) 总 凋 亡 率 (% ) 
Late apoptotic rate Total apoptotic rate 
0.23 x0.05 c 0.27 +0.06 c 
62.53 +0.50 a 78.88 +0.97 a 
29.76 +0.73 b 72.23 +2.29 b 


Hi HS rf. 288 Be ze TRE JE. SE YE ( Sewify and Hashem, 
2001). AREA R A REIR RR AU EJ JE zs 
和 骨架 表现 为 抑制 粘 附 与 扩散 、 阻 止 丝 状 伪 足 的 形 
成 及 减少 丝 状 肌 动 蛋白 和 微 管 的 产生 , 并 伴随 着 核 
固 缩 或 损坏 等 (Vileinskas et al., 1997a, 1997b)。 本 
研究 通过 相差 显 微 形 态 观 察 发 现 : RER RI 
SL-1 细胞 凋 亡 一 直 同 细胞 增殖 抑制 相伴 随 。 绿 僵 
HA A 和 B 都 能 引起 不 同 程度 的 细胞 膜 收 缩 , 细胞 
变 圆 , 细胞 核 膜 损伤 ,出现 凋 亡 小 颗粒 和 空 泡 等 细 
胞 形态 结构 和 骨架 结构 的 破坏 , 使 细胞 粘 附 性 变 
差 , 细胞 不 正常 贴 壁 生长 。 这 些 现象 都 说 明 绿 盆 邯 
素 诱导 细胞 增殖 抑制 和 凋 亡 可 能 是 导致 昆虫 生长 发 
育 受 阻 和 死亡 的 重要 原因 之 一 。 

细胞 凋 亡 是 指 由 外 来 因素 触发 细胞 内 预存 的 死 
亡 程 序 而 引起 的 细胞 自主 性 死亡 过 程 ,是 由 特定 基 
因 调 控 的 自主 、 有 序 性 的 死亡 。 能 够 显著 加 速 或 延 
缓 细胞 铀 亡 的 高 效 天 然 产物 都 可 能 开发 出 新 农药 
( 钟 国 华 等 , 2008 ) 。 本 研究 应 用 灾 光 显 微 观 察 和 流 
式 细胞 术 , EMIR T REAR A 和 B 都 能 够 诱导 
SL-1 细胞 凋 亡 的 典型 特征 变化 和 凋 亡 程度 , 其 诱导 
细胞 凋 亡 的 艾 光 显 微 变 化 具有 一 定 相似 性 , 并 且 调 
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亡 的 程度 与 绿 僵 阔 素 A 和 B 毒性 差异 密切 相关 。 

绿 付 菌 素 诱 导 细 胞 增殖 抑制 和 凋 亡 机 制 尚 不 清 
楚 , 其 过 程 可 能 通 细 胞 代谢 、 基 因 转 录 、 细胞 信号 
转 导 、 细 胞 骨架 形成 等 多 种 因素 介 导 和 参与 。 既 可 
能 是 细胞 对 毒素 诱导 后 的 防御 反应 , 亦 可 能 是 昆虫 
受 绿 伪 菌 感染 后 引起 毒素 扩散 导致 宿主 组 织 细 胞 严 
重 损 伤 的 重要 机 制 。 此 外 ,影响 细胞 周期 和 相关 重 
白 也 是 调控 细胞 增殖 和 凋 亡 的 关键 环节 ( 李 志 傣 和 
章 静 波 , 2002; Hou et al., 2004) 。 本 研究 证 明 : & 
ER ACRI B 都 能 不 同 程度 地 引起 SL-1 细胞 的 增 
殖 抑 制 、 破坏 细胞 结构 和 诱导 细胞 凋 亡 , 且 具 有 细 
胞 毒性 的 差异 性 和 一 致 性 , 其 作用 机 理 有 待 于 分 子 
水 平 进一步 研究 。 
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